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ｶｾﾞｲﾝ αs1- ｶｾﾞｲﾝ 1.07 23.5 沈殿
αs2- ｶｾﾞｲﾝ 0.28 25 沈殿
β- ｶｾﾞｲﾝ 0.86 24 沈殿
κ- ｶｾﾞｲﾝ 0.31 19 安定
乳清ﾀﾝﾊﾟｸ質 α- ﾗｸﾄｱﾙﾌﾞﾐﾝ 0.12 14.2 ---
β- ﾗｸﾄｸﾞﾛﾌﾞﾘﾝ 0.32 18.4 ---









































































































由来の乳に存在するカゼインミセルを CEMOVIS（Cryo-electron Microscopy of 
Vitreous Sections）により観察することを試みた。CEMOVIS とは、凍結した試
料から透過電子顕微鏡（以下、TEMと示す）で観察できる厚さ（加速電圧 200kV
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てきた（Holt、1992）。カゼインミセルは、乳中に直径 20〜600 nm のコロイド
状粒子として存在し、4種類のカゼイン、すなわち、αs1-、αs2-、β-、κ-カゼ
イン、および CCP を構成するカルシウムやリンを含むミネラルからなる複雑な


















































試料を等量の 40％デキストラン水溶液（ Dextran from Leuconostoc, 
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA）と混合した。次いで、試料を真空デシケ
ーター（PC-210K, As One, Osaka, Japan）に 1時間保持して脱気した。試料を、
2 つのドーム型金メッキキャリア（Leica Microsystems, Vienna, Austria）を
用いて凍結固定した。キャリアの片側が容易に外れるように、一方のキャリア
に卵黄由来の L-α-ホスファチジルコリン（Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA）
をコーティングした。空気の混入を防ぐために、ピペットを用いてキャリアに
試料を満たした。凍結固定には、高圧凍結装置（EM HPM100, Leica Microsystems, 
Vienna, Austria）を用いた。凍結超薄切片の調製は、岡田らの報告に準じて行
った（Kishimoto-Okada et al、2010）。非晶質状氷の凍結切片は、静電気制御
システム（EM CRION, Leica Microsystems, Vienna, Austria）、マイクロマニ
ピュレーター、およびクライオスフェア（Leica Microsystems, Vienna, Austria）
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を備えた凍結ウルトラミクロトームシステム（EM UC7/FC7, Leica Microsystems, 
Vienna, Austria）を用いて調製した。凍結した試料を、トリミングナイフ
（Cryotrim 45°, Diatome Hatfield, PA, USA）を使用して、–150°C の温度で
100μm×200μm にトリミングした。 35°のダイヤモンドナイフ（Cryoimmuno 
35°, Diatome, Hatfield, PA, USA）を用いて凍結切片（25nm）を 6°の逃げ角
で切断した。切削速度は 0.6mm/s であった。動物の毛髪で作られたプローブを
使用して、イオンコーター（IB3, Eiko, Tokyo, Japan）を用いて予め親水化処
理したグリッド（C-flat CF-2/2-4C, Protochios, Raleigh, NC, USA）に、切
片を載せた。クライオトランスファーホルダー（914 hightilt cryotransfer 
system, Gatan, Pleasanton, CA, USA）を使用して、グリッドを 200kV で作動
する TEM（JEM-2100: JEOL, Tokyo, Japan）に移した。非晶質の硝子状切片を–170℃
に保持して観察を実施した。最小電子線量システム（MDS, JEOL, Tokyo, Japan）
を使用してフォーカスエリアを探し、 60,000 倍の倍率で、 CCD カメラ
















図 1a – dの画像分析によって計算された、カゼインミセルのサイズの分析結果
を示す。 カゼインミセルの平均直径は約 140 nm であり、これは以前に報告さ
れたカゼインミセルのサイズ範囲内であった（Holt et al、1978；Schmidt、1982）。 
 
２－４－２．CEMOVIS によるカゼインミセルの高倍率観察 











図 1a CEMOVIS を用いた生乳中のカゼインミセルの低倍率画像 
小さな高輝度の粒子はカゼインミセルである。 丸い円は、グリッド（C-flat）
に貼られた穴あきカーボンフィルムに開いた直径 2 µm の開口部である。ナイフ
マークは右下から左上に向かって走っている。（三角はカゼインミセル、矢印は














図 1b CEMOVISを用いた生乳中のカゼインミセルの低倍率画像 
小さな高輝度の粒子はカゼインミセルである。 丸い円は、グリッド（C-flat）
に貼られた穴あきカーボンフィルムに開いた直径 2 µm の開口部である。ナイフ
マークは右下から左上に向かって走っている。（三角はカゼインミセル、矢印は














図 1c CEMOVIS を用いた生乳中のカゼインミセルの低倍率画像 
小さな高輝度の粒子はカゼインミセルである。 丸い円は、グリッド（C-flat）
に貼られた穴あきカーボンフィルムに開いた直径 2 µm の開口部である。ナイフ
マークは右下から左上に向かって走っている。（三角はカゼインミセル、矢印は














図 1d CEMOVIS を用いた生乳中のカゼインミセルの低倍率画像 
小さな高輝度の粒子はカゼインミセルである。 丸い円は、グリッド（C-flat）
に貼られた穴あきカーボンフィルムに開いた直径 2 µm の開口部である。ナイフ
マークは右下から左上に向かって走っている。（三角はカゼインミセル、矢印は















       
図 2 図 1a - dの画像分析によって算出されたカゼインミセルサイズの分布 


















図 3a CEMOVISによる乳のカゼインミセルの高倍率画像 
図 1aに示す試料の高倍率画像を示す。多数の黒い粒子（CCP）が、カゼインミ
セルの内部に存在し、CCPと CCPの間隔は不均一に分布しているように見えた。 















図 3b CEMOVISによる乳のカゼインミセルの高倍率画像 
図 1bに示す試料の高倍率画像を示す。多数の黒い粒子（CCP）が、カゼインミ
セルの内部に存在し、CCPと CCPの間隔は不均一に分布しているように見えた。











黒い粒子は CCPであると推察される（Knoop et al、1975）。図 4は、図 3aおよ
び 3bの画像分析によって算出された CCPのサイズのデータで、平均粒子径は 2.3 
nm であった。これまでにも電子顕微鏡を用いて CCP の直径を測定した報告例が
ある。例えば Knoop らは、超薄切片法を用いて CCP直径が 2.5 nm であると報告
した（Knoop et al、1975）。Lysterらは、1.5 nmと報告し（Lyster et al、1984）、
McGann らは 2.5 nm を報告し（McGann et al、1983）、一方、クライオ電子顕微
鏡を使用した Kuudsen と Skibsted は 2〜3 nm （Knudsen et al、2010）、また
Marchin らは 2.5 nm と報告した（Marchin et al、2007）。Marchin と McManus
は、小角散乱 X線回折装置（SAXS）を用いて CCP直径が 2.5 nmと報告し（McMahon 
et al、1998）、小角中性子散乱（SANS）を用いて 4.6 nmであることを報告した
（Kruif et al、2003）。従って本研究で測定した CCP のサイズが 2〜3 nm であ
ったのは、上記の報告値と同様であり、妥当な値であると考えられた。 
図 5は、図 3aおよび 3bの画像分析によって計算された、CCPと CCPの間隔の
分布を示し、その平均は 5.4 nm 程度であった。カゼインミセルに分布する CCP
と CCP の間隔は、均一でないように見えた。 De Kruif と Holt は、小角中性子
散乱測定を用いて CCP と CCPの間隔が 18 nm であることを報告した（De Kruif et 
al、2003）。本研究では、２つの CCPが互いに最も近く、かつ切断方向の垂直軸
上にある２つの CCP の間隔を測定したために差が生じたものと推察された。 
図 6a および図 6b は、図 1c および 1d にそれぞれ示した試料の高倍率画像を
示す。図 6a および 6b に示したように、カゼインミセルの表面は、滑らかでは
なく、界面に沿っていくつかの凹状の領域が観察された。CCPを含まない領域は、
図 3a、図 3b、図 6a、図 6b に示した全てのカゼインミセルで確認された。図 7
は、本観察で算出された CCPを含まない領域のサイズを示し、平均は約 19．1 nm
であった。最近の研究では、カゼインミセル中に水で満たされた領域が存在す
ることが提案されており、McMahon および Oommen はミセル内に水で満たされた
空洞の存在を示唆している（McMahon et al、2008）。一方 Trejo らは、カゼイ
ンミセル中に少なくとも直径 5 nm ある、20〜30 nm の水で満たされた空洞の存
在を報告した（Trejo et al、2011）。Dalgleish は、タンパク質の疎水性相互作
用がミセル内部に水の不均一な分布と、水路形成をもたらすと仮定した
（Dalgleish、2011）。Bouchouxらは、SAXS 分析により、水で満たされた領域を










    
図 4. 図 3aおよび 3bの画像分析によって算出したカゼインミセル内部に 
存在する CCP のサイズ分布  
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図 6a  図 1cに示す試料を拡大した画像で、カゼインミセルの表面に凹領域を有
する高倍率画像 
















図 6b 図 1dに示す試料を拡大した画像で、カゼインミセルの表面に凹領域を有
する高倍率画像 
















図 7 カゼインミセル中の CCP を含まない領域のサイズ 




































はよく解っていない。Gebhardt らは、天然ミセルを 50〜250 MPa の加圧処理を
行うと、ミセルが小さな断片に崩壊することを報告した（Gebhardt et al、2006）。
Knudsen らは、150〜200 MPa の高静水圧処理により、直径 20〜50 nm の大きな
ミセルと、多数の小さなミセルが共存し、大きなミセルの表面は滑らかで完全









































った。（ii）カゼインミセル中の CCP直径は約 2〜3 nmであり、平均直径は 2.3nm
であった。（iii）カゼインミセル中の CCP と CCP の間隔は均一ではなく、平均
間隔は約 5.4 nmであった。（iv）CCPを含まない領域が存在し（平均サイズ、約
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川越工場（MEGMILK SNOW BRAND Co., Ltd, Japan）から入手した牛由来の乳
を 95℃に加熱した後、70℃に冷却し、2倍希釈米酢（Mizkan, Japan）を加えな
がら攪拌して、pHを 5.6まで低下させた。得られた酸凝固カードを直径約 8 cm






PBSを用いた 4％パラホルムアルデヒド固定液（Taab, USA）に 5℃で一晩保存し
た後、エタノールを用いて脱水した。 試料をエポキシ樹脂に包埋した後、ウル








ロリドン（PVP; Sigma-Aldrich, USA）および 1.84Mスクロース（Sigma-Aldrich, 
USA）を含有する水溶液に入れ替えて、5℃で一晩保持した。サンプルを凍結ウ
ルトラミクロトーム専用のピンにセットし、液体窒素に浸漬して凍結固定した。
非晶質状に凍結した試料から、静電気制御システム（EM CRION, Leica 
Microsystems, Austria）、マイクロマニピュレーター、クライオスフェア（Leica 
Microsystems, Austria）を備えた凍結ウルトラミクロトームシステム（EM 




ブロッキング剤は、0.1M PBSに、3％（w/w）のウシ血清アルブミン（BSA10 bovine 
serum albumin, BBI Solutions, UK）を溶解して得た。超薄切片が載っている
グリッドを 0.1M PBS で 5分間 3 回ずつすすぎ、非特異反応を防ぐためにブロッ
キング剤に 30分間反応させた。次にグリッドを、4℃で一晩、PBS で 200倍希釈
したウシβ-ラクトグロブリンに対する一次抗体、ウサギポリクローナル IgG抗
体（A10-125A, BET, USA）に反応させ、次いで 0.1 M PBS で 3 分間 6 回ずつ濯
いだ。一次抗体の位置を特定するために、PBS で 100 倍希釈した二次抗体
（anti-IgG （H+L）, 10 nm gold conjugated, EMGAR10, CRL, UK）に、グリッ
ドを室温で 2時間反応させた。グリッドを 0.1 M PBSで 3分間 6回ずつすすぎ、
次に 2%（w/w）のグルタルアルデヒド固定剤で 10 分間固定した。グリッドを蒸
留水で洗浄し（3分間 6回ずつ）、次いでコントラストを高めるために 2%（w/w）
酢酸ウラニル溶液に 20分間保持して電子染色を施した。グリッドを蒸留水の滴
上に浮かべて洗浄し（室温で 3 分間 5 回ずつ）、2%（w/w）ポリビニルアルコー
ル（PVA, Sigma-Aldrich, USA）および 0.2%（w/w）酢酸ウラニルの水溶液に保
持した。グリッドをステンレス鋼のループですくい取り、濾紙（#50, Whatman, 
GE Healthcare, UK）を用いて過剰の液体を拭き取り、続いて 10分間乾燥させ、
ループから注意深くグリッドをはずした。その後、グリッドを TEM
（JEM-2000FXII: JEOL, Tokyo, Japan）に移動し、倍率 1000〜30,000 倍で観察
した。   
ポジティブコントロールとして、β-ラクトグロブリンを含有する Alacen 
WPC472（Fonterra、New Zealand）を使用した。ネガティブコントロールとして、




タンパク質 18.4g/100g、脂肪 14.9g/100g、灰分 1.6g/100g、炭水化物 3.6g/100g
であった。本試料の水分量がわずかに高かったが、標準的なパニールチーズを
























































て食感に大きく影響する（Kumar et al、2014）。 











（Dalgleish et al、1991；Houlihan et al、1992；Corredig et al、1996）。
Houlihan らは、β-ラクトグロブリンはスルフヒドリル-ジスルフィド交換反応
を介して MFGMと会合することを示唆している（Houlihan et al、1992）。Leeら
は、脂肪球界面への乳タンパク質の吸着は、ジスルフィド結合反応を介して MFGM
でのβ-ラクトグロブリンとα-ラクトアルブミンの加熱によって生じることが
示唆している（Lee et al、2002；Ye et al、2004a；Ye et al、2004b）。さら
に、Corredigらは、脂肪球に吸着した β-ラクトグロブリンは、脂肪分 1gあた





本研究で調製されたパニールチーズ中の脂肪球の直径は、数百 nm から 2 μm
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相で構成され（O / W エマルション）、主にタンパク質、乳糖、ミネラルを含む
水相中に、脂肪球が存在する。一方、ホイップクリームは水、油、空気の 3 相
で構成されている。これまでに多くの研究が行われ、3段階のホイップ形成メカ





























乳脂肪クリームの配合は、無塩バタ （ー48.3%； Megmilk Snow Brand Co.,Ltd.）、
カゼインナトリウム（2.0%； Miprodan 31、Arla Foods Ingredients、Denmark）、
および水（49.7%）とした。無塩バターを 80℃に加熱溶解して、油相を得た。カ
ゼインナトリウムを 80℃の水に溶解して水相を得た。油相および水相を、TKホ
モミキサー（Mark ІІ, PRIMIX Co., Japan）を用いて、10,000rpm で 5分間撹拌
しながら混合し、次いで、二段ホモジナイザ （ーH20-H2, SANWA M-CHIN, Co., Inc., 
Japan）を用いて均質化した。均質は、1段目を 40 kgf/cm2、2段目を 10 kgf/cm2
の圧力で処理した。得られた乳脂肪クリームを容器に密封し、5℃の氷水で冷却
し、5℃で 5 日間貯蔵した。乳脂肪クリームを 350g ずつ、Ken Mix （KMM 770, 






カーボン膜を貼ったグリッド（C-flat CF-2 / 1-2 C、Protochips、Raleigh、
NC、USA）を氷包埋装置（EM GP、Leica Microsystems、Vienna、Austria）にセ
ットし、ホイップ直後のクリームサンプルをグリッドに 1μL滴下した。グリッ







却式試料ステージを装備した加速電圧 300kVのクライオ TEM（JEM-3000EFC, JEOL, 
Tokyo, Japan）に、凍結したグリッドを移した。クリームの脂肪球と気泡を-269℃
で観察した。 最小電子線量システム（MDS, JEOL, Tokyo, Japan）を用いて撮
影する領域を探し、CCDカメラ（Temcam-F214: TVIPS, München, Germany）を用





に従って測定した。抽出した遊離脂肪の 10℃での SFC は、河田らが示した方法
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図 1a および 1b に、ホイップする前の乳脂肪クリームに存在する大きな脂肪
球（直径 650 nm）と小さい（直径 300 nm）脂肪球を氷包埋法にて観察した画像
































図 1a ホイップする前の乳脂肪クリームの脂肪球： 

















図 1b ホイップする前の乳脂肪クリームの脂肪球： 



















































 図 5a および 5b に、21 分間ホイップした乳脂肪クリームの水相を観察したク
ライオ TEM像を示す。図 5aより、多くの油脂結晶と液状脂が、水相に分散して
いることが確認できた。また図 5bは、脂肪球同士が凝集して、架橋構造を形成
しているように観察された。クライオ TEM 観察（図 1〜5b）から、遊離脂肪がホ
イップによって増加すると推定されたため、ホイップ後の遊離脂肪率の推移を
測定して、図 6に示した。その結果、ホイップ後の遊離脂肪率は、7 分間が 3.3%、





 図 7a〜7fに、7、14、21分間ホイップした後の気泡を 20,000倍の低倍率画像
と 30,000 倍の高倍率画像で示した。7 分間ホイップ後は、図 7a および 7b に示
したように、脂肪球は気泡界面にほとんど吸着せず、また気泡界面に油脂結晶




気泡界面に吸着していた。クライオ SEM （Schmidt and van Hooydonk, 1980; 
Anderson et al., 1987; Anderson and Brooker, 1988） や共焦点レーザー顕
微鏡 （Allen et al., 2006） を用いた研究で、ホイップにより脂肪球が気泡
界面に吸着することが報告されており、本研究で得られた気泡の画像によって






















































































































































































































              
 



















































































 Average sizes of fat  
Crystals (nm) 
Fat crystal area ratio 
 in bubble (%) 
Whip for 7min 378 25.6± 1.3 (n=3) 
Whip for 14min 309 48.9±14.5 (n=6) 













































図 10 ホイップ時間毎の遊離脂肪に含まれる 10℃固形脂肪含有量（SFC） 
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インミセル内の CCP の分布や、CCP とカゼインとの架橋構造は未だ解明されてい
ない。そこで CEMOVIS によりカゼインミセルの内部構造を観察した。その結果、
カゼインミセルの平均直径は約 140 nmで、CCPの直径は約 2〜3 nm（平均 2.3 nm）
であることを確認した。カゼインミセル中の CCPと CCPの間隔は均一でなく（平
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